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論文内容の要旨
序論
太陽光に含まれる紫外線 B (280・320 nm; UVB) は、植物細胞内の核、葉緑体、ミトコンド
リアゲノム上に DNA 損傷の一つであるシクロブタン型ピリミジン二量体 (CPD) を誘発する。
CPD の蓄積は UVB による生育抑制の主要因となっており、その修復機構の存在は太陽光の下
で生存する植物にとって必須である。これまでの研究から、植物細胞の核においては他の生物
種と同様、ヌクレオチド除去修復機構、塩基除去修復機構、組換え修復機構等を有するともに、
青色光を利用して修復する、 CPD 光回復酵素による光修復機構の存在が示されてきた。中でも、
光修復系は他の修復系と比較して修復速度が速く主要な修復系となっており、 CPD 光回復酵素
活性の違いが植物の UVB 抵抗性を左右することも示されている。一方、光合成や呼吸に関連
した重要な遺伝子がコードされている葉緑体、ミトコンドリアにおける CPD 修復機構に関し
ては、近年葉緑体においては組換え修復機構の存在が明らかになりつつある。しかし、 CPD 光
修復機構の葉緑体、ミトコンドリアでの存在に関しては、①これらオルガネラ上に生成した
CPD の青色光依存的な減少の有無が植物種により異なっている、②CPD 光回復酵素遺伝子は
核にのみ 1 コピーでコードされ、各オルガネラへの移行が推測されるシグナル配列が存在しな
い等、明確な結果が得られていない。オルガネラの CPD 修復機構は、紫外光に対する防御機
構を理解する上で極めて重要であると同時に、今日の UVB 量の増加といった地球環境問題に
おける UVB 耐性植物の育種を考える上でも重要である。
これまでに私は、核、葉緑体、ミトコンドリア DNA 上に生成した CPD 量の定量的解析が可
能な Real time quantitative PCR (qPCR) 法や CPD を特異的に認識して切断する酵素 T4
endonuc1ease V を用いたサザンハイブリダイゼーション法によって、イネの核、葉緑体、ミト
コンドリアにおける、 UVB 誘発 CPD の修復機構に関する解析を行ってきた。その結果、核、
葉緑体、ミトコンドリアの全てのオルガネラにおいて、 CPD が青色光依存的に減少することを
見い出してきた。そこで本研究では、まずこの青色光依存的な CPD 損傷の減少が、 CPD 光回
復酵素によるものであるのかを明らかにすることを目的に、 CPD 光回復光酵素活性が異なるイ
ネ、 CPD 光回復酵素組換えイネを材料に、各オルガネラでの CPD 光修復能の解析を行った。
次に、イネよりも UVB 感受性が高く、葉緑体、ミトコンドリアでの CPD 光修復機構が明らか
となっていないアラピドプシスを用いて、アラビドプシスにおける各オルガネラでの光修復機
構の有無、および各オルガネラでの CPD 光修復機構と UVB 感受性との関連に関して解析を行
った。
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結果
1. イネの各オルガネラにおける CPD 光修復機構
これまでに、イネでは青色光照射時間に依存して CPD 損傷が減少することを明らかにして
きた。しかし、他の植物種と同様、この現象が CPD 光回復酵素によるものであるか実証され
た報告はない。この青色光依存的な CPD 量の減少が、 CPD 光回復酵素による修復の結果であ
るならば、 CPD 光回復酵素活性が異なるイネでは、各オルガネラでの CPD 光修復速度が異な
ることが予想される。そこで、 CPD 光回復酵素活性が異なるイネ品種であるササニシキとサー
ジャンキ、 CPD 光回復酵素を過剰に発現させたセンス組換えイネ (S-C 系統)、 CPD 光回復酵
素をアンチセンス方向に導入することで CPD 光回復酵素活性が著しく低下したアンチセンス
組換えイネ (AS-D 系統)を用いて解析を行った。その結果、①CPD 光回復酵素の活性がササ
ニシキよりも低いサージャンキにおいては、各オルガネラでの CPD 光修復速度がササニシキ
よりも低いこと(図1)、②AS-D 系統においては、いずれのオルガネラでも CPD 光修復能は検
出されないこと、③S-C 系統においては、いずれのオルガネラでも CPD 光修復速度が野生型で
あるササニシキに比べ明らかに高いことが確認された。
以上の結果から、イネにおいては核に 1 コピーでコードされた CPD 光回復酵素が、核だけ
でなく葉緑体、ミトコンドリアへ移行して、各オルガネラ DNA 上に生成した CPD を修復する
機能を有していることが強く示唆された。また、本解析で用いた CPD 光回復酵素遺伝子組換
えイネ・ S-C 系統は、 CPD 光回復酵素の cDNA 配列を導入し、過剰に発現させた組換えイネで
あるため、 CPD 光回復酵素の cDNA 配列中に、葉緑体やミトコンドリアへの移行に関わる配列
が含まれていると考えられた。
さらに、 CPD 光回復酵素の細胞内局在を組織学的解析により確認するため、抗イネ CPD
光回復酵素抗体を用いた免疫電顕解析とオルガネラ濃縮画分を用いたウエスタンプロッティ
ング解析をふC 系統を用いて行った。その結果、④免疫電顕解析では、金粒子は核、葉緑体、
ミトコンドリアで検出された(図 2) 、⑤オルガネラ濃縮画分を用いた解析では、核、葉緑体、
ミトコンドリアの全ての濃縮画分において、 CPD 光回復酵素が含まれていることを確認した。
以上の結果により、イネの核、葉緑体、ミトコンドリアでは、 CPD 光回復酵素が局在し、 CPD
損傷の光修復機能を担っていることが明らかとなった。
2. アラピドプシスの各オルガネラでの CPD 修復能の解析とイネ CPD 光回復酵素過剰発現
体の UVB 抵抗性に関する解析
A吐?
アラピドプシスを用いたオルガネラでの光修復の有無に関する解析では、葉緑体やミトコン
ドリアでの CPD 光修復能は検出できない。一方、青色光に依存した DNA 損傷の減少が見られ
るという報告があり、研究者間でも意見が異なっている。また、これまでの予備解析から、ア
ラピドプシスはイネと比較して、 CPD 光回復酵素の活性は低く、 UVB 感受性が極めて高いこ
とが分かっている。これらの結果から、イネとアラピドプシス間での UVB 感受性の差異の要
因は、①オルガネラでの光修復系の有無が UVB 感受性の要因になっている、②オルガネラで
の光修復系の有無以上に、 CPD 光回復酵素活性が低いことが要因である、③イネとは UVB 抵
抗性機構が異なっている等の可能性が考えられる。そこで、アラピドプシスのオルガネラにお
ける光修復機構と UVB 感受性との関係について解析を行った。
まず、アラビドプシス Landsberg erecta (Ler) を材料に、各オルガネラでの CPD 光修復能の
有無について、 qPCR 法および T4 endonuclease V を用いたサザンハイブリダイゼーション法に
より解析を行った。その結果、アラビドプシスにおいても、葉緑体、ミトコンドリアでの CPD
光修復能があることを見出した。しかし、各オルガネラにおける光修復速度は、イネと比較し
て明らかに低かった。そこで、次に全てのオルガネラへ移行し アラビドプシスよりも CPD
光修復活性が高いイネ CPD 光回復酵素を CPD 光回復酵素欠損株である uvr2-1 に導入した過剰
発現体 (Osphr 過剰発現体)を作製し、 UVB 感受性試験を行った。その結果、①野生型 Ler に
比べて 10 倍以上の CPD 光回復酵素活性を有していた Osphr 過剰発現体は、いずれのオルガネ
ラでの CPD 光修復速度が野生型に比べて高いこと、② 10 日目の個体に UVB を可視光に付加し
て 12 日間生育させた UVB 感受性試験では、対照区に対する UVB 付加区 (25.9 kJ/m2/day) の
生育割合は、野生型が 20%であったのに対し、 Osphr 過剰発現体の Osphr3 が 31% 、 Osphr1 0 で
は 40% と UVB による生育障害が軽減された。しかし、酵素活性の高いイネ CPD 光回復酵素を
過剰発現させたにもかかわらず、イネと比較するとらC 系統ほどの UVB 抵抗性を獲得するこ
とは出来なかった。
主窒
イネ、アラピドプシスを用いた本研究により、核に 1 コピーでコードされている CPD 光回
復酵素は、核のみならず、葉緑体、ミトコンドリアへも移行して、 CPD 修復の機能を担ってい
ることが明らかになった。 CPD 光回復酵素は、大腸菌、藍藻、酵母を始め有胎哨乳類を除く全
ての生物が有している。従って、本研究結果から、高等植物は太陽光の下で生存するため進化
の過程で、 CPD 修復効率の最も高い CPD 光回復酵素を核、葉緑体、ミトコンドリアに移行さ
- 145 -
せて、効率的に CPD の修復を行う生存戦略機構を獲得したと考えられる。また、 UVB 感受性
の高いアラピドプシスにおいても、 CPD 光修復能が全てのオルガネラで検出されたため、オル
ガネラでの光修復機構の有無が UVB 感受性の直接の要因になっている可能性は低いと考えら
れる 。 しかし、アラビドプシスは、明らかにイネと比較して CPD 光回復酵素活性が低く、各
オルガネラでの CPD 修復速度が遅いため、このことが UVB 感受性の要因になっている可能性
は十分に考えられた。また、アラビドプシスよりも酵素活性の高いイネ光回復酵素を過剰発現
させたアラビドプシス Osphr 過剰発現体は、イネと比較して、イネほどの UVB 抵抗性を獲得
することが出来なかった 。 この結果から、アラビドプシスの UVB による生育障害は、 CPD も
主要因の l つではあるが、イネとは異なり CPD 以外の要因による影響が大きい可能性が示唆
された 。
今後は、 他に類を見ない triple targeting protein である CPD 光回復酵素の移行の分子メカニズ
ム解明とその獲得機構、高等植物におけるオルガネラでの CPD 光修復の意義、さらには植物
種間における UVB 耐性機構について明らかにしていきたいと考えている 。
atpIは葉緑体にコードされている遺伝子. cO.dはミトコ ン ドリアにコードさ れている
遺伝子、 rbcS、 phrは核Lこコードされている遺伝子である. %fragment. wiUl ESS は
特定遺伝子上に生成したCPD損傷量の割合を示す.
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抗イネCPD光回復酵素抗体を用いた免疫電顕による解析
写真の黒f立が. 金鈴子でCPD光回復軍事棄の局在~示す.
スケールバーはIIUll で、 Cは葉緑体、 Mはミトコンドリア . NIま核を示す.
論文審査結果の要旨
太陽光に含まれる紫外線 B (UVB) は、植物細胞内の DNA 上に DNA 損傷の一つであるシクロ
ブタン裂ピリミジンニ遺体 (CPD) を誘発するo CPD の蓄積は、 UVB による植物の生育抑制の主
要因となっている.植物においては、単一酵素で CPD に結合し、青色光から紫外線 A領域の光エ
ネルギーを利用して CPD を修復する CPD 光回復酵素による修復(光修復)が、 CPD の主要な修
復系である。これまで、植物細胞の核においては、 CPD 光回復酵素による光修復機構の存在が示
されている。一方、独自の DNA を有するオルガネラである葉緑体とミトコンドリアにおいては、
CPD の修復メカニズムは明らかにされていない.そこで本論文においては、植物のミトコンドリ
ア、葉緑体に誘発された CPD の修復機構を明らかにするととを自的に解析を行った。
イネ築を用いた解析より、イネのミトコンドリア、葉緑体においても核と同様に CPD が青色光
依存的に修復されることを見出した。そこで、この光修復が核に 1 コピーでコードされている
CPD 光阻復酵素によるものかを明らかにするために、 CPD 光回復酵素のアミノ酸変異によって活
性が異なる品種、 CPD 光回復酵素遺伝子を組換えた形質転換体を用いて、酵素学的解析、さら
に、抗 CPD 光回復酵素抗体を用いた免疫電顕、オルガネラ濃縮フラクションを用いたウエスタン
プロッティング法による細胞組織学的解析を行った。これらの解析結果より、イネにおいて CPD
光回復酵素は、核に 1 コピーでコードされたタンパク質が、核、ミトコンドリア、葉緑体に移行
して機能していること、すなわち"Tripletargeting protein"であることが示された。
双子葉のモデル植物であり、高い UVB 感受性を示すシロイヌナズナを用いて解析した結果、イ
ネと比較して光修復活性は低いものの、イネと同様に核、葉緑体、ミトコンドリアにおいても
CPD の光修復が確認された.そこで、イネの CPD 光回復酵素をシロイヌナズナに導入することに
より、シロイヌナズナに UVB 耐性を付与することが可能ではないかと考え、形質転換体を作製し
た.その結果、過剰発現体シロイヌナズナは、野生型と比較して、 UVB 抵抗性を獲得しているこ
とが明らかとなった。
本研究により、植物は核に 1 コピーでコードされている CPD 光回復酵素を、 DNA を有するオ
ルガネラである核、ミトコンドリア、葉緑体の全てに移行させて CPD 修復を行い、 UVB 抵抗牲の
獲得に関わっていることが明らかとなった。
本研究成果は、本人が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを
明確に示しており、高橋正明氏提出の論文を、博士 f生命科学)の博士論文として合格と認める.
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